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Abstract
In order to produce ethanol from xylose, which was the second most abundant sugar in cellulosic biomass, the xylose 
reductase, xylitol dehydrogenase, and xylulokinase genes were overexpressed in three different Saccharomyces cerevisiae 
strains, ATCC 24860, InvSc1, and NBRC 0224. The recombinant strain derived from S. cerevisiae ATCC 24860 was 
expected to possess the high xylose-fermenting ability owing to its high ability of ethanol production from xylulose, which 
was an intermediate of the xylose metabolism. In contrast to the expectation, the recombinant strain of ATCC 24860 did 
not show higher xylose fermentation compared to the other recombinant strains. This result suggests that the conversion 
efficiency from xylose to xylulose is more critical for conferring the xylose-fermenting ability on S. cerevisiae by introducing 
the exogenous pathway consisting of xylose reductase and xylitol dehydrogenase, rather than the xylulose-fermenting ability 
of the host cells.
Key words: バイオエタノール（Bioethanol）、サッカロミセス・セレビジエ（Saccharomyces cerevisiae）、キシロー
ス発酵（Xylose fermentation）、キシルロース発酵（Xylulose fermentation）













10_宿主株が異なるSaccharomyces.indd   67 2015/03/17   9:39:03
68 69
とって重要な課題となっている．
















　XR-XDH 経路（a）或いは XI 経路（b）を介したキシロースからエタノールへの代謝経路を示す．XR：キシロースレダクター
ゼ，XDH: キシリトールデヒドロゲナーゼ，XI：キシロースイソメラーゼ，XK：キシルロキナーゼ．丸数字は代謝過程に
おけるモル比を表す．理論的には，3 分子のキシロースから 5 分子のエタノールが生成するため，エタノールの理論収率





























































































ゼであるPfuUltra II fusion HS DNA Polymerase（Agilent）
を用いた．
２．XR，XDH，XK遺伝子のクローニング







（図2a）．次に，Sch. stipitis NBRC 10063のゲノムDNA




































よ っ て 行 っ た．S. cerevisiae ATCC 24860，InvSc1，
NBRC 0224をそれぞれYPD培地（10 g/L イーストエキ
ストラクト（Difco），20 g/L ポリペプトン（日本製薬），





ml）と混合した．これに500 μlのPLATE溶液（40 % （w/
v） ポリエチレングリコール #4000（ナカライテスク），




100 μlずつ，2枚のYPD-AbA寒天培地（10 g/L イースト
エキストラクト，20 g/L ポリペプトン，20 g/L グルコー
ス，0.5 μg/mL オーレオバシジンA（タカラバイオ），








（a）pYPGE15L ベ ク タ ー の PGK1p と CYC1t の 間 に，Sch. 
stipitis 由来の XR 及び XDH，S. cerevisiae 由来の XK をそれ
ぞれクローニングし，pYPGE15L-XR，pYPGE15L-XDH，
pYPGE15L-XK とした．（b）真菌用の薬剤耐性マーカーで



























































により行った．反応液（100 mM キシロース，0.2 mM 






ことにより行った．反応液（100 mM キシリトール，2 









応液（10 mM キシルロース，2 mM MgCl2，5 mM NaF，
2 mM ATP，0.2 mM NADH，0.2 mM ホスホエノールピ
ルビン酸，3 mM グルタチオン，10 U 乳酸脱水素酵素，
10 U ピルビン酸キナーゼ，100 mM Tris HCl （pH 7.5））
中において，１分間に1 μmolのNADHを生成すること
ができる酵素量を1 Uと定義した．
S. cerevisiae ATCC 24860-X，InvSc1-X，NBRC 0224-
X ，ATCC 24860，InvSc1，NBRC 0224の各株を，YPD
培地を用いて，30 ℃で24時間振とう培養した．培養
液から遠心分離により集菌後，プロテアーゼ阻害剤
（Roche，cOmplete ULTRA Tablet mini, EDTA-free）及び
100 mM ジチオトレイトールを加えた適量の酵母タン




出液中の総タンパク質濃度は，BCA Protein Assay kit – 
Reducing Agent Compatible（Pierce）を用いて求めた．
６．エタノール発酵能の評価






% （w/v） キシロース，或いは5 % （w/v） グルコース及
び 2 % （w/v） キシロースを含有する5 mlのYP培地（10 








































































a） 反応中において，1 分間に 1 μmol の NADPH を消費することができる酵素量を 1U とした．
b） 反応中において，1 分間に 1 μmol の NADH を生成することができる酵素量を 1U とした．
c）  反応中において，ピルビン酸キナーゼ及び乳酸脱水素酵素との共役反応により，1 分間に 1 μmol の NADH を生成するこ
とができる酵素量を 1U とした．
Strain
Activity （U/ mg protein）
XR a） XDH b） XK c）
ATCC 24860-X 0.28 ± 0.01 1.43 ± 0.17 0.78 ± 0.03
InvSc1-X 0.30 ± 0.03 1.62 ± 0.12 0.79 ± 0.07
NBRC 0224-X 0.35 ± 0..02 1.87 ± 0.11 0.65 ± 0.05
ATCC 24860 N.D. N.D. 0.23 ± 0.05
InvSc1 N.D. N.D. 0.21 ± 0.01
NBRC 0224 N.D. N.D. 0.18 ± 0.02
３．グルコース・キシロース共発酵能の比較
次に，稲わらの糖組成比を模した糖液，すなわち
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図３．遺伝子組換え酵母株によるキシロース発酵
S. cerevisiae ATCC 24860-X（a），InvSc1-X（b）及び NBRC 0224-X（c）を 2 % （w/v） キシロースを含む YP 培地を用いて嫌
気的に培養し，培養液中に含まれる糖類やエタノールを HPLC によって解析した．実験は 3 連で行い，データはその平均
値を示す．■：キシロース，○：エタノール，□：キシリトール，▽：グリセロール．
(a) ATCC 24860-X (b) InvSc1-X
(c) NBRC 0224-X



















































































































　S. cerevisiae ATCC 24860-X（a），InvSc1-X（b）及び NBRC 0224-X（c）を 5 % （w/v） グルコース及び 2 % （w/v） キシロー
スを含む YP 培地を用いて嫌気的に培養し，培養液中に含まれる糖類やエタノールを HPLC によって解析した．実験は 3
連で行い，データはその平均値を示す．●：グルコース，■：キシロース，○：エタノール，□：キシリトール，▽：グ
リセロール．









































































































(a) ATCC 24860-X (b) InvSc1-X 
(c) NBRC 0224-X 
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